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げ っ 歯類か ら ヒ ト に至 るまで , 海馬 ア ン モ ン 角 (Cor n ua mm o nis, CA)1領域の 神経細胞が虚血に対 して脆弱性を示すこ
と は よく知 ら れ て い る. 虚血性神経細胞死の メ カ ニ ズ ム に 関し て は, 最近, 主と して げ っ 歯類や培養細胞を用 い た研究 に基づ
き ア ポ ト ー シ ス 説が多数報告 され て い る. しか し, ヒ トに お い て, どの ような分子が細胞死を決定も しく は実行 して い る の か
は現在なお不明で ある . 本研究は , 霊長類 の 海馬C Alに 生 ずる 虚血 性神経網胞死 が ア ポ ト ー シ ス , ネク ロ ー シス の い ずれ に
よ る もの か , ま た, その 最 終実行国子 は何 である か を明 らか に す る こ とで ある . 本研究 に お い て は, ニ ホ ン ザル を用い て18
分間 の 全脳虚血を行 い , C A lの神経細胞 に お い て , ア ポ ト ー シ ス 経 路の 最終実行国子で ある キ ヤ ツ ド(c a spas e- a Ctiv ated
D Na s e, C A D), お よ び ネク ロ ー シス に も関与 し得 る ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素で ある D Nas eⅢ と神経細胞死の 関与に つ い て検討 した .
ニ ホ ン ザ ル の C A Dを ク ロ ー ニ ン グ し た後, シ ー ク エ ン ス デ ィ テ ク タ ー を用い て虚血 前後の C A l における C A Dの mR N A発現量
を検索 した . また , イム ノ ブ ロ ッ ト法 と 免疫組織化学的手法を用 い て, C A l における C A D と D Na seIIの 蛋白発現お よ び細胞
内局在を検索 した . さ ら に, 電子顕微鏡なら び にD N A断片化の 解析を行 い , 虚血性神経細胞死 の 細胞死 パ タ ー ン が ア ポ ト ー
シ ス , ネク ロ ー シス の い ず れ で あるか を検索 し た. そ の 結果, C AD の m R N A発現塵は, コ ン ト ロ ー ル (虚血 負荷な し) に比 し
虚血 後1日 で約8.09倍 に増加 し てい た . C ÅD蛋白の 発現量は虚血後1日 で約7.28倍 に増加 し, C A D蛋白は , 虚血後, 細胞質か
ら校内 へ と 移行して い た . ¶一 方, D Na s eⅡ 活性型蛋白の 発現量は , コ ン ト ロ ー ル に比し虚血後2日 で約2.47倍, 虚血後3日 で
約2.54倍に 増加 して い た . D Na s eII蛋白 は虚血後2日で , C A D と同様に細胞質か ら核内へ の 移行を来 した . 虚血後3日お よび
5 日 に て, C A lの神経細胞 はT U N E L(terminal de oxyn u cleotidyltra n sfe r as e- m ediated d U T P-biotin nick e nd labeling)染色陽性を
示 した . しか し, こ れ ら の 細胞 は, 光学顕微鏡 にて 好酸性の 凝固壊死を示し, 電子顕微鏡に ても ア ポト ー シス の 形態学的変化
は示さなか っ た . さ ら に, D N A断片化 の 解析 にて もア ポ ト ー シ ス に 特徴的な ラ ダ ー 像 は み られ ず, ネク ロ ー シ ス に特徴的な
ス メ ア ー 像 が み ら れ た . 以上 より, ニ ホ ンザ ル の 海馬の 虚血性神経細胞死 はネ ク ロ ー シス に よ るもの で , ア ポ ト ー シ ス 経路が
最終経路ま で働 い て は い る もの の , 直接的 に は細胞死 を誘発 し て い な い こ と が示唆 さ れ た . 虚血 後発現量の 増加をきた した
D Nase Ⅱ は , ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵素の カテ プ シ ン と 共に ラ イ ソ ゾ ー ム 外 へ 放 出さ れ , 両者が D N Aを不規則 に切断す る こ と によ り
ネク ロ ー シス が生 ず る もの と推定 され た.
Key w ords n e u ro n al de ath, apOPtOSis, n e C r O Sis,1yso s o m e
海馬ア ン モ ン 角 (Co rn u a m m o nis, C A)1領域の 神経細胞 がn一
過性 脳虚 血彼の 4 ､ 5 日 に遅発惟 に細胞 死をきた す こ と は, げ
っ 歯 類か ら霊長類 に至 るまで よく知ら れ て い る1)L4). 近年, 主
と して げ っ 歯類 を対象 と した 研究で , こ の 虚血 性神経細胞死 に
ア ポ ト ー シ ス が 関与 し て い る と い う報告 が増え て い る 5)6). す
な わ ち, C A l神経細胞が虚血刺激を′受け る と, ミ トコ ン ドリ ア
か ら チ トク ロ ー ム C が細胞質 に放｢ll され7)捌, こ の チ トク ロ ー ム
C が カス バ ー ゼ ー99)お よ びA T P と複合体 を形成 し, 2次 的に カ ス
バ ー ゼ ー3 が活性化 さ れ る
10)11)
. こ の 活性型 カ ス バ ー ゼ ー3 がア ポ
ト ー シス を引き起 こ す様 々 な標的を分解 し, 最終 的に細胞死を
誘発する い うもの で ある .
試験管内の 実験系 にお い て , カ ス バ ー ゼ ー3の 基質が い く つ か同
定 され て い るが , 近年, 最終 の 実行国子と して キ ヤ ツ ド/ア イ
キ ヤ ツ ド (c a spa s e- a Ctiv ated D Na s e/inhibito r of C AD,
C A D/I C AD)が 同定さ れ た
1 2ト 1Ll)
.
こ れ は 別名DNA断片化国f･
(DNAfragm entation fa ctor)
1 5)と呼 ば れ, 40k Da の D Na seであ
る CAD とそ の イ ン ヒ ビ タ ー で ある4 5k Da の IC A Dの 二 量体 か
ら成 る . 活性型 カ ス バ ー ゼ ー3 がIC A D を分解する と , C A D は胞
体 より核 へ と 移動 し , ク ロ マ チ ン 凝縮と D N A断片化を起 こ す
こと が 明ら か に な っ た1 3)
1 6)
. しか し, 生 体内の 実験系に お い て
は , ア ポ ト
ー シ ス に よ る 細胞 死 にお け る C A Dの 関与 は証明 さ
れ て お ら ず, ま し て 虚血性神経細胞死 に お い て C A Dの 関与を
平成12年11月24日受付, 平成12年12月20日受理
A b breviatio n s: C A, Corn u a m m o nis; C A D, C a SPaS e-a Ctiv ated D Nas e;C P A N, C a SpaS e- a Ctivated e ndonucleas e;
FIT C, 且u o re sc einis othio cyan ate;IC A D, inhibitor of C A D;P F A, par afo r m aldehyde;T B S⊥T, n is-bufEer ed s alin e-
Tw e en20;T U N E L,te rmin al de o xyn u cleotidyltran s飴ras e- m ediateddtrrP-biotin nick end labeling
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検索した報告 は皆無で ある.
げっ 歯類で虚血負荷を受けた C A l神経細胞の 電子顕微鏡観察
で は , ア ポ ト
ー シス 小体や ク ロ マ チ ン凝縮と い っ た ア ポ ト
~ シ
ス に特徴的な形態学的特徴が み られ ない こ と より, 虚血性神経
細胞死 の 本態 はネ ク ロ ー シ ス で あ る と い う 報告もみ ら れ る
17)18)
. しか し, どの 様なメ カ ニ ズ ム で C A l神経細胞がネク ロ
~
シ ス を き た す か は , 現 在 な お , 明 ら か に さ れ て い な い ･
Ya m a shim aら
19) ～ 21) は, ニ ホ ン ザル の CAl神経細胞 に お い て ,
虚血 負荷 に よ り〃 - カ ル パ イ ンが 活性化 され ･ 活性 型 〃
- カ ル パ
イ ン が ライ ソ ゾ ー ム 膜を損傷す る結果, ラ イ ソ ゾ
ー ム か ら カ テ
プシ ン B, L が放出さ れ, こ れ ら が ネク ロ
ー シ ス を誘発す る の
で は ない か と い う
"
カ ル パ イ ン ー カ テ プ シ ン 説
''
を提 唱 して い
る. ラ イ ソ ゾ ー ム には シス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で ある カ テ プシ
ン B, L やア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る カ テ プ シ ン D,
お よび D N Aエ ン ドヌ ク レア
ー ゼ であ る D Na seⅡ な どが含まれ
てい る . こ れ ら は, 細胞内で の 異物貪食 の み な らず自己貪食 の
役割をも担 っ てお り, 同時 に, ア ポ ト シ ス の 制御機構 に関与
す る こ とも示唆 されて い る が
22)､ 狗
, そ の 詳細な メ カ ニ ズ ム は
明らか で は な い . 虚血性神経細胞死に お ける, こ れ ら の プロ テ
ア ー ゼ の 関与 を 示唆す る報告は若干 み ら れ る が
6)20)2 1)2 7)2 8)
,
D Na seⅡ に関 して は全く報告 されて い な い .
本研究に お い て は, 霊長類の 海馬C A l に生ず る虚血性神経細
胞死が , ア ポ ト ー シ ス , ネク ロ
ー シス の い ずれ の カ ス ケ ← ドに
ょ るもの か を知る た め に ニ ホ ンザ ル を用 い た検索 を行 っ た . す
なわち, すで に同様の モ デ ル にお い て , カス バ
ー ゼ ー3の 活性化
を確認 し得 た こ と20)よ り, 今回ア ポ ト ー シ ス 経路 の 最下 流 に 位
置す る実行因子で ある C A D に注目 し, アポ ト
ー シ ス の 関与を
調 べ た . 同時 に, Ya m a sbim aらが 提唱 し た
"
カ ル パ イ ン ー カ テ
プ シ ン 仮説
" 20)21)に 基づ き, カテ プ シ ン と 同様 に ラ イ ソ ゾ
ー ム
酵素 で ある D Nas eⅡ の 関与を検索 した . 具体的 に は , ニ ホ ン
ザ ル の 一 過性脳虚血 モ デ ル を作成 し, 海馬C A l領域 の 神経細胞
に お けるC AD の m R N A と C A D, Nas eⅡ の 蛋白 の 発現 を 生化
学的手法を用い て 経時的 に検索 した . ま た, 免疫組織化学的手
法を用い て両者の 細胞内局在変化を経時的に検索 し, 細胞死 に
おける 役割を検討 し た . さ らに , 電子 顕微鏡 を用 い た 神経細胞
の 形態学的変化 と電気泳動 に よ る D N A断片化も解析 し, 霊長
類の 虚血 性神経細胞死 が ア ポ ト ー シ ス , ネク ロ
ー シス の い ず れ
で あるか を検討 した.
対象お よ び方法
Ⅰ. 全脳虚血 モ デル
実験に は体重5.0-9.9 kg の ニ ホ ン ザ ル を用い た . 1.5 %の フ ロ
ー セ ン (武田薬品, 大阪) ガ ス に て麻酔を導入後気管内挿管 し,
全 身麻酔を行 っ た . 0.5 %の フ ロ ー セ ン , 60 %の 笑気 , 4 0 %の
酸 素に て全身麻酔を維持 し, 実験中 は乳酸リ ン ゲ ル 液 の 持続点
滴を行 っ た. 動脈圧 と脈拍, お よ び直腸温 の 持続的 モ ニ タ
ー を
行 っ た .
一 過性仝脳完全虚血 は, 鎖骨部よ り第二胸骨下線まで 1 胸部
を約5c m正中切開 し, 胸膜を損傷 しない よう に慎重に剥離 しな
が ら縦隅内を進入 し, 大動脈弓か ら分岐直後の 無名動脈 と左鎖
骨 下動脈を直視下 に 剥離 し, 血 管 ク リ ッ プ を用 い て 18分間血
流を完全遮断す る こ と に より作成した . 血流 を遮断す る前 に ,
脳 を損傷 しない よ うに 前頭骨 に小さな穴を穿ち, 脳血流 モ ニ タ
∵ (hs eI劇0, Va s am edic sIn cリ C alifornia, U S A)を脳表より5m m
挿 入 し, 虚血前 ■ 中 ･ 後 の 局所脳 血流の 測定を行 っ た . 血 流を
再開通 させ た 後 に 閉創 し, サ ル を全身麻酔か ら覚醒 さ せ た後,
元気な状態で 一 旦 飼育 ゲ ー ジ に 戻 し た. 開胸の み を行 っ て 血流
遮断を行わ なか っ たサ ル を コ ン ト ロ ー ル と し て組織学的検討用
に3頭, 蛋白定量お よ び m R N A定量用に5頭用 い た ･
組織学的検討 に は , 虚血 負荷1, 2, 3, 5 日後 (各群n=3) に
再 び 全身麻酔 下 に て 開胸 し, 左心 室 に18 ゲ
ー ジ注 射針を入 れ
生 理 食塩水500 ゼ にて 潅流した の ち, P B S で溶解 した4% パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (pa rafo r m aldehyde, P F A)溶液2 e にて潅流
固定を行 っ た 後, 海馬標本 を摘出 した . 免疫組織化学用 の 標本
は4 % PFA にて 1週間固定 し, 電子顕微鏡用の標本 は2.5 % グル
タ ー ル ア ル デ ヒ ド と オ ス ミ ウ ム 酸 で 二 重固定 した . 蛋 白 と
m R N A定量用 の 試料 は , 虚血負荷後6時間, 1, 2, 3 日(各群
n=5) に再び 全身麻酔下 で全脳を摘出衡 直ち に4 ℃の P B S に5
分間冷却し, 実体顕微鏡下で海馬 C A l領域を摘出 し, 液体窒素
に て瞬間凍結後, - 130℃に保存 した .
実験 中 はサ ー モ ス タ ッ ト (Geym ar, Ne w Yo rk, U S A) を使用
し, 直腸温を3 7.0-38.0℃に保 つ よう に調整 し た. 以上 の 実験 に
際 して は , 不必要 な痛 みを可及的与えず, 十分な飼料 と野菜や
果物等を与え る ことで 愛護的 に飼育す る よう に , 実験 動物 の 扱
い に は特 に留意 し た.
Ⅰ . cD N A クロ
ー ニ ン グ
摘出した C A l組織 よりアイ ソ ゲ ン (IS OG E N, ニ ッ ポ ン ジ
ー
ン , 東京)を用 い て 総 R N Aを抽出 し, CD N A合成 キ ッ ト (nr st-
str a nd cD N Asynthe sis kit, Am ersha m P ha r m a cia Biote ch,
Bu ckingha m shir e, U K) を用 い て逆転写反応を行 い , CD N A ラ
イ ブ ラ リ ー を作製 し た . ニ ホ ン ザ ル の C A D と ア ク チン の 塩 基
配列 を調 べ る た め に , C A D お よ び ア ク チン の 保存され た部位
が ヒ ト, ラ ッ トお よ び ネ ズ ミ 間で 最も
一 致す る 部位 で P C R プ
ラ イ マ ー を設 定 し た . サ ー マ ル サ イク ラ ー (Ge n e Amp
R p c R
Syste m 9 70, P E Applied Bio syste m s, Fo ste rCity, Califo rnia･
U S A) にて P C R を行 い , そ の P C R産物をク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー
bP C R-Script Amp S K(+)clo ning v e cto r, Str atege n e, LaJolla,
Califomia, U S A)8こ挿入 し, 大腸菌 O(LlO,Gold
T M
ultra c o mpete nt
c ells
,
Stratege n e)に導入 して サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し た ･ こ の 大腸
菌か ら プ ラス ミ ドD N Aを回収 し, セ ン ト1) ス ピ ン (C E N T RI
･
S PI NTM.1 0･ 20, P RIN C E T O NS E P A R A TI O N S, Califo rnia, U S A) を
行 い 低分子量複合物質 を除去 し精製度の 高 い D N A を作製 し,
そ の D N Aの 塩 基 配列 を D N A シー ケ ン サ ー (3 7 7 Ge n etic
an alys e r,P E AppliedBio syste m s)を用 い て 調 べ た･
Ⅱ . 定 量的P C R
コ ン トロ ー ル , 虚血 後6時間, 虚血後1, 2, 3日 (各群 n=5)
に摘出 した C A l組織 より上記 と同様 な方法に よ り cD N Aを作製
し, ■-80 ℃ に保存 して検索 に供 した .
虚 血彼 の C A l領域 に お ける C A Dの m R N Aの 発現量を調 べ る
た め に, Holla nd らの Taqm a n
TM ケ ミ ス トリ ー の 理 論 に 基づ く
定量的P C R を A BI P RIS M 7700シ
ー ク エ ン ス デ イ テ ク タ ー (P E




一C C G A C C T CC T G C A C A A T G T-3
,
, ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー と して5
,
- TC C A A G C m C A A A C C A C G-3
,を設計 した . また ,
両者 間に特異的に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン す るTaqMa nプ ロ
ー
プと して 5,TAGC C A G A A C A T r G C A G C C G A GA C C-3
'を設計 し, リ
ポ ー タ ー 蛍光色素 と して そ の 5
,端 をフ ァ ム ( M ), ク エ ン チ ャ
ー 蛍光色素 と して そ の 3
,端 を タ ム ラ 作ÅMU R舟で標識 した もの
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を依託合成 し た (P E Applied Bio syste m s). 内部 コ ン トロ ー ル と
して は ア クチ ンを用い , 同様に , アク チ ン の セ ン ス プ ライ マ ー と
して5
,
T C A C C C A C A C T m C C C A m C G A 3
'
,
ア ン チ セ ン ス プ
ライ マ ー と して5
,




ー ブ と して5
'
m C C C T C C C C CA TG A T C C T G C G T 3
'
を設計 し, リ ポ ー タ ー 蛍光色素 と して そ の 5
'端 を ヴ イ ク ⅣI C)
で標識 し た もの を依託合成 した . P C R に は TaqM a n Univ e r s al
P C R Master M ix (P E Applied Bio syste m s) を使用 し, 95℃で10
分間の 熱変性を行 っ た後, 95℃で 15秒, 60℃ で1分 の 2段階を
1 サ イク ル と し計40 サ イ クル 行 っ た . 以上 の 手法で は, 既知 量
サ ン プ ル の 検量線 に基づき初期畳の m R N A が定量さ れ る が , 実
際 に は C A Dの m R N Aの 初期量を ア ク チ ン に対する比 と し て 計
算 し た . また , 壊終的 に は , 虚 血後6時間, 1 日, 2日, 3 日に
お ける C A DmR N Aの 発現量を, コ ン トロ ー ル に対す る比 と し
て 評価 し た.
Ⅳ . イ ム ノ ブロ ッ ト
コ ン ト ロ ー ル , 虚血後6時間, 虚血後1, 2, 3日 (各群n =5)
に摘出 した CAl組織を4℃の RIP A溶液(50血M Tr ispH 8.0,150
m M NaCl,1 % N P-40, 0.5 % デ オ キ シコ
ー ル 酸ナ ト1) ウ ム, 0.1 %
SD S) 中に て 超音波粉砕 して 可溶化 し, 4℃, 10,0 00× g に て10
分 間遠心 し , 上 清 の み 回収 し た . Br adfo rd法 (Bio- Rad,
He rc ule s, U S A) にて 蛋白定量後, 直ち に98℃で10分間保温 し,
電 気泳動をLa e m mli のS D S-P A G E法 に て 行 っ た . 16 %の S D S
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (岩城硝子 , 千葉)を用い て , 各 レ ー
ン に40〃gの 蛋白をの せ , 24m Aで90分間泳動後 , イモ プ リ ン
P V D Fメ ン プ レ ン(M illipo re, Bedford, US A)に160m A, 2時間の
条件で転写 さ せ た . メ ン プ レ ン を1 %の ゼ ラチ ン (Bio-Rad) を
含 ん だ 0.5 %Twee n2 0を 含 む ト1) ス 塩酸繚衝液(Tris-buffe r ed
s alin el Vee n20, T BS l)で 2時間ブ ロ ッ キ ン グ した .
一 次抗体と
し て は , ブ ロ ッ キ ン グ溶 液 に て2,0 00倍希釈 した 抗 C A D抗体
【C P A N(c a spa s e- a Ctiv ated e ndo n u cle a s e) (c-19), Santa Cru z
Biote chn olog y,In c. , Califo rnia, U S A】, な い し, 1,000倍 希釈 し
た抗 D Na s eⅡ 抗体【Rab bit Anti-D Na seII(C Te r min al)Polyclo n al
Antibody, C he mic o nInter n atio n al,In c. , Te m e c ula, C al ifor nia,
U S A】を 4 ℃ で → 晩反 応, あ る い は 室温 で 4時間反応させ た .
T B S-T で 5回洗浄後, 0.5 %の ゼ ラチ ン を含 ん だT B S ↑溶液 にて
それ ぞれ 6,0 00倍希釈 , 3,00 0倍希釈 した H R P(Ho r s e r adish
pe r oxidas e)標識二 次抗体 (Am er sha mP har m a cia Biote ch)を45
分間反応 させ た . T B S⊥T で6回洗浄後, E C L キッ ト(Ame rsha m
P ha r m a cia Biote ch)に て 発 色 さ せ , ハ イ パ ー フ イ ル ム
(Am e rsha m P har m acia Biote ch) に転写 した . なお , 内部 コ ン
トロ ー ル と して α p チ エ ブ 1) ン (Santa Cru ZBiote chn olog y) を 用
い て 同様 に反応 させ た .
イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ る 蛋白 の 半定量計測 は N IE イ メ ー ジ
V l.61ソ フ トウ ェ ア 仏ppleIn c. , Cupertino , U S A)を使用 して 計
測 し, C A D お よびD Na s eⅢ の α p チ エ プ リ ン に対す る比と して
計算 した . 最終 的に は , 虚血 負荷 に お け る そ れ ぞ れ の 蛋白の 発
現量を コ ン トロ ー ル に対す る比と して 評価 した .
Ⅴ . 蛍光 免疫組織化学
コ ン ト ロ ー ル , 虚血後1, 2, 3, 5 日(各群 n=3) に 摘出 し
P F A に て固定 した 海馬組織 を パ ラ フ ィ ン に 包埋後, 5/∠ m の 組
織切片を作成 した . 組織切片をキ シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン 後,
100 %(2回), 9 0 %, 80 %の エ タ ノ ー ル にて 5分ず つ 浸 透 させ
親水化 しP B S で洗浄後, 0.3 %過酸化水素加 メ タ ノ ー ル にて 内
困性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失 括さ せ た . 抗 原賦清処理 の た め
0.1 M クエ ン 酸緩衝液中で10分間の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ 処理を行
っ た . P B S で洗浄後, 非特異的反応抑制の た め , P BS で溶解 し
た5 % 正常血清 を1時間反応さ せ た . 一 次抗 体と して抗 C A D抗
体[C P A N(c-19),Santa Cru ZBiote chn olog y], ある い は抗 D Nase
Ⅱ抗 体【Rab bit Anti-D Na s eII(G Te r min al)Polyclon al Antibody,
C he mico nInte rn atio n al,In c.]をそれ ぞれ200倍 に希釈し, 4℃で
一 晩反応させ た . 対応する フ ル オ レ ッ セ ン ･ イソ チ オ シ ア ン 酸
(瓜10 re S Cein isothio cyanate,FIT C) で標織された二次抗体(Sa nta
Cru ZBiote chnolo訂) を1時間反応 させ た . なお , 二次抗体以降
の 操作 はす べ て 遮光 しなが ら行 っ た . P B S で3回洗浄 した後,
PB S で 0.2 〃g/ml に希釈し た プ ロ ビ デ ウ ム ･ イ オ ダ イ ド
br opidiu miodide) (Mole c ular Pr obe s, Euge n e, US A)を5分間
反応 さ せ , 再 度P B S で 3回洗浄後 , 退 色封 入剤(Ve cta shield
M o u nting Mediu mfo rFlu or e sc e n c e, Ve cto rI,abo r ato rie s,In c･ ,
Bu rlinga m e, Califo r nia, U S A)で封 入 し, 共焦点 レ ー ザ ー ス キ ャ
ン顕微鏡(LS M 510,Ve r.2.3,Cad Zeis sCo. ,Ltd, 東京)に て観察し
た .
Ⅶ . T U N E L(te r min al de oxyn ll Cle oti dyltr a n sfe r a s e-
m ediatedd tJ T P-biotin nick e nd labeling)染色
海馬 の 組織切片 に つ い て, 組織 内細胞死検出キ ッ ト(Ro cbe
Mole c ula rBio che mic als, 東京)を用 い て T U N E L染色法を行 っ
た . すなわち, 組織切片をキ シ レ ン に て脱 パ ラ フ ィ ン し, 連続
希釈し た エ タ ノ ー ル にて親水化 した後 , P BS で洗浄 した . メ タ
ノ ー ル に 溶解した0.3 %過酸化水素水溶液で3 0分間浸透 し, 再
度P BS で洗浄後, 10m M トリ ス タ ロ ル 膚衝液 bH 7.4) に溶解
し た20〃g/ml の プ ロ ティナ
ー ゼ K溶液 で15分間室温で反応さ
せ た . P B S で洗浄後, 末端デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オ チ ド転移酵素
(te r min al de o xyrit)O n u Cle otidyltr a n sfe r as e) と FIT C標識d U T P
を含む反応液を37℃で1時間反応 させ た . P B S で洗浄後, ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ標 識 ヒ ツ ジ抗 フ ル オ レ ッ セ ン 抗体 と37 ℃ で2 0分
間反応 さ せ た後, ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (dia min obe n zidin e)
(Sigm a,St.Lo uis,U S A) に て発色さ せ , 最終 的に ヘ マ トキ シ レ ン
染色を行い キ シ レ ン で 封入 した .
Ⅶ . 電子顕微鏡
P F A に て潅流固定 し た脳組織の C A l領域を細切 し, 2.5 % グ
ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド溶液で数 日 間固定 し, 続い て カ コ ジ ル 酸溶
液で溶解 した10 % シュ ク ロ ー ス 溶液に置換 し, 1週間固定 した.
10 %シ ュ ク ロ ー ス 溶液で洗浄 した 組織 を オ ス ミ ウム 酸で 後固定
し, 最終的 に エ ボ ン に包埋 した . こ の 組織 より超薄切片を作成
し, ウ ラ ニ ル 酢 酸と ク エ ン酸鉛 で二 重染色後 , 電 子顕徴鍍 (t]
立 H600型, 東京)で 観察 した .
Ⅷ . D N A断片化 の解析
コ ン トロ ー ル (n = 5) , 虚血後1, 2, 3 日(各群n=5) に摘出 し
た C A l組織10 0mg を溶解溶液(20m M E D T A,0.5 椚
､
riton X-100,
5 m M Tris-H Cl) 中で 超音波粉砕 して 可溶化 し, 10,000× g にて
10分間遠心後, 上 宿の み 摘出 し, フ ェ ノ ー ル を加えた 後, 再度
12,0 00× g にて 10分間遠心後, 上清 の み抽出 した . ク ロ ロ ホ ル
ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル を加え12,000× g にて 5分間遠心後,
上 清の み抽出 し, 3 M酢酸ナ ト リ ウ ム 溶液 と100 %エ タ ノ
ー ル
を加え,･ - 20℃ で
一 晩保存 した . そ の 溶解液を15,000× g に て
10分間遠心後, 上 清を取り除き乾燥 させ た . T E溶 液(1 0mM
Tris- H Cl, 1 m M E D T A) に溶解 し, R Na seを加え37℃で1時間
保温 し, D N Aの 抽 出を 終了 した . 抽出 さ れ た D N Aを2 %ア ガ
440 塚
ロ ー ス ゲ ル (Agar O S eL O3, Takar aBio m edicals, 東京) で電気泳
動 し解析を行 っ た .
Ⅸ . 統 計学的検討
A BI P RIS M 770 0 シー ク エ ン ス デ イ テ ク ク ー に よ る m R N Aの
走量 とイ ム ノ ブ ロ ッ ト法に よ る 蛋白定量の デ
ー タ は, バ
ー ト レ
ッ ト検定を用い て 分散 が均 一 で ある こ と を検定 した後,
一 元配
置分散分析法を用い て 検定 し, 1 %末掃の 危険率をも っ て有意
差あり と判志 し た . 有 意差 が 認 め ら れ た も の に 対 し て は ,
Fisherの PI.S D法にて 多重比較検定(ポ ス トホ ッ ク テ ス ト)を行
っ た
. ま た, 数値 は宮± S D で表記 した.
成 績
Ⅰ . 検査結果
実験中の 直腸温は 37.0か ら38.0℃で , 虚血 負荷前 の 収縮期血
圧は88± 16m mHgで あ っ た . 無名動脈 と左鎖骨下動脈 の 血 流
を遮断す ると , サ ル の 瞳孔は直ち に散大 し, 血圧 は急激 に 上 昇
し, 収縮期血 圧 は198士 18m mIig と な っ た . 虚血 前の 局所脳
血流は4 0± 5 ml/ 分/1 00g脳で あ るの に対 し, 虚血負荷中の そ
れ は 1.0 ±0.5 ml/分/100g脳 であり, 血流遮断 に より脳 へ の 血
流が ほぼ 完全に遮断さ れ て い る こ と が確認 され た . 18分間の 虚
血 負荷終了後 には , ニ ホ ン ザル の バ イ タ ル ･ サ イ ン は 虚血負荷
前と ほぼ 同様であ っ た .
Ⅰ . C A D, ア クチ ン の cD N A クロ
ー ニ ン グ
ニ ホ ン ザル の C A Dの 塩基配列 は ヒ トの C A D(D F F 40, D N A
fragm e ntatio nfa cto r
-40 ともい う) の 塩基配列と 94.0 %の 相 同性
を示 し(図1), ア クチ ン の 塩基配列 で は10 0% の 相同性を示 し
た . 一 方 , ニ ホ ン ザ ル の C A Dの ア ミ ノ 酸配列 は ヒ トの C A Dの
それ と95.3 %の 相 同性を示 した .
Ⅱ . C A Dの m RNA発現量の 変化
シ ー ク エ ン ス デ ィ テ ク タ ー に よ る定量的検索 で は, C A l領域
の C A Dの mR N Aの 発現量 は , コ ン ト ロ ー ル に 比 し虚 血 後1 日
で は 8.09 士0.8 0倍と 有意 に増加 して い た(p く 0.001). し か し,
虚血 後6時間, 虚血後2 日, 3 日 に おい て は, そ れ ぞれ1.52±
0.40倍, 1.04± 0.92倍 , 0.9 5± 0.69倍 と, コ ン ト ロ ー ル に 比 し
有意 な増加 は認め ら れ なか っ た (図2).
Ⅳ . 蛋 白発現量の経暗的変化
C AD はヒ トの 脳 にお い て発現量が少 なく, リ ン パ 節 や 心臓,
膵臓な ど にお い て 発現量が多 い と され て い るた め 14】, ポ ジ ィ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して 心臓 と リ ン パ 節 を使用 した . C A D蛋
白は , 分子量40k Daの バ ン ドと して検出され るが , コ ン ト ロ ー
ル C A l におい て は きわ め て少量 しか検出さ れ なか っ た (図3A).
コ ン ト ロ ー ル の 発現量を基準 とす ると, 虚 血後 6時間 で は
4.58± 0.96倍と 有意な増加を示 し b <0.01), さ ら に, 虚 血後1
日 で は7.28±1. 卯 倍 と有意 な増加を示し(p < 0.001), 虚血後1
日 で C A D蛋白の 発現は ピ ー ク に達 し た. 虚血後2日で は5.62±
1.1 8倍, 虚血後3 日で は4.14 ±1.60倍と コ ン トロ ー ル に比 し有
意 に高値を示すも の の b < 0.01), 虚血 後1日以 降は経時的に減
少傾向を示 した (図3 B).
D Nas eⅢ は , 前駆 体が40k Daの 分子量で , α 鎖32k Daと/9鎖
12k Da の 二 つ の サ ブ ユ ニ ッ トか ら構成され て い る . 本研 究で 用
い た抗体 は , 前駆体 の 40l(Da と活性型の α 鎖32k Daの 両者 を認
識す るもの で ある(図3 C). 図3 D で示す よう に, 前駆体 は コ ン
ト ロ ー ル に比 し虚血後6時間で 1.44± 0.07倍 と有意な増加を認
め た b < 0.00 1). それ以 外 は , 虚血後1日 で は1.16± 0 ユ7倍, 2
日 で は0.9 5± 0.05倍 , 3日で は 1.03± 0.09倍と 有意な増加は認
め られ なか っ た .
一 方 , 活性型の α 鎖32k Da は コ ン ト ロ ー ル で
も存在 し て お り , そ の 党 規量 と比較 し て 虚血後 6時間 で ほ
1.18± 0.2 2倍, 虚血 後1日 で は 1.14± 0.22倍と 有意な増加 は認
め ら れ な か っ た . しか し, 虚 血後2 日 で は2.4 7± 0.24倍, 3 日
で は2.54± 0.26倍 と有意な増加 を示 した(p <0.001) (図3 E).
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Co ntr o1 6 hr Dayl Day2 Day3
Fig. 2. Relativ e abu nda n c e of C A Dm R N A in the hippo c a mpal
C A Is ecto r, being a n alyz ed by A BI P RIS M 7700Sequ e n c e
Dete ctio nSyste m (P E Applied Bio syste m s), at6 hr,days l,2
and 3afte ris che mia ,being c o mparedto the n o n-is che mic
c o ntr oIs (n= 5 pe rgr o up). C A Dm R N Ae xpr e s sio n w a s
signi丘c a ntly(p < 0.001)in c re as ed o ndayl afte ris che mia,but
塑 S u n Cha nged at6hr,day2, a nd day3･ Data w e r e sho w nby
X ± SD, repre S e nti gfoldcha ngesin ische mic brain s,being
c o mparedto the n o n-ische mic co ntr oIs.
★
p < 0.0 1, a nd
* *
p <
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Fig. 3. We sternblotan aけs e s of C A Dand D Nas eIIproteinin the m o nkeyhippo ca mpal C A Ise ctor,(勾 CADprotein w a s sho wnbya single
b and of 40J(Da, and(C)D Nas eIIproteinw as sho wnbytw oba nds of the pre c u rs o r(姓kDa)and α - Ch ain ofa cdv ated protein (32･k Da)･
He artOan eHe arO and lym Ph n ode tissu e sOane 匝 m .), S e rv ed for posidve co ntroIs of C A Dpr otein ･ α ･tubulin w a s u s ed as aninte rn al
co ntr ol(botto mp an el). @, D, E) Gr aphs, S emiquantita iv e analys e sofexpressio n s of C A D(B), D Na seIIpr e cu rso rpr otein (D), and
D Na seIIα - Ch ain subu nit の ,dete rmin ed by optical den sity(O D) m ea s u re m e ntso N IH im age s of仁. Expre s sio n of C A Dw a sin c re as ed
at6 hr,daysl,2, and 3afterischemia,being co mparedtothe n o n
-is che mic c o ntrol. T hele velw as m o stin cr e as edo ndayland de c re as ed
Pn days 2 and 3･ D Na se
IIprec u rso rprotein e xpr e ssio n 仰 比Da)w a signi丘c andy(p < 0･00 1)in c re a sedat 6 hr afteris che mia･ but n ot
ln C rea Sed o ndaysl,旦 a nd 3. Expre s slO n Ofthe a ctiv ated form , α - Ch ain (32-k Da), W aS SigniAc andyb<0･001)in cr ea s ed o ndays2a nd 3･




p <0.00 1v e rsu s n o n
-is che mic c o ntr oIs(A N O V Aandpo stho cFishe r
'
sP LS Dte sts).
Ⅴ . 蛍 光免疫組織化学
コ ン ト ロ ー ル C A lの 神経細胞 にお い て は , CA D の免疫染色
性 は ほ と ん どみ ら れな か っ た (図4 A). しか し, 虚血後の神経
細胞 にお い て はC A Dの 免疫染色性 は明ら か に 増加して い た (園
4 B-D). すな わ ち, 虚血後1日 で , ほ とん どす べ て の 神経細胞
が細胞質で陽性所見を呈 し, 一 部の 神経細胞 は核でも陽性 であ
っ た . 虚血後2日 , 3 日 で は, 神 経細胞 は細胞質の み ならず核
でも陽性所見 を呈 した . 以 上 よ り, C A l領域 の 神経細胞 の
C A D は虚血負荷後 , 有意 に増加 して お り, そ の 局在 は細胞質
か ら核 へ 移行 して い た.
一 方 , D Nas eⅡの 免疫染色性 は! コ ン トロ ー ル の C A l神経細
胞 にお い て は, 細胞質で強い 陽性反応が み られ たが , 核は 陰性
であ っ た (図5朗 . しか し, 虚血後2日 で は , ほ とん どすべ ての
神経細胞 が細胞質の み ならず核 でも強い 陽性所見を示 した (図
5 B-D). す なわ ち, 虚血 後の C A l神経細胞 にお い て は, D Na s e
Ⅱも C A D と同様に細胞質か ら核 へ 移行 して い た .
Ⅵ. T U N E L染色
T ロN E L染色 は! コ ン トロ ー ル , お よ び虚 血後1 日, 2 日 に お
い て は 陰性であ っ た が , 虚血後3 日, 5 日 で陽性所見を呈 した .
虚血後3 日, 5 日 に おい て は, 虚 血耐性を示すC A2-4神経網胞
は陰性で C A l神経細胞 の核の み が 陽性 であ っ た (図6). また ,
これ らの 神経細胞 は光学顕微鏡観察で好酸性 に染ま る凝固壊死
像を呈 して い た(結果は示 して い ない).
Ⅶ . 電子顕微鏡 に よ る神経細胞の起微細構造
コ ン ト ロ ー ル の神経細胞 で は, 核の ク ロ マ チ ン分布 は水泡状
を呈 し, 核膜 と細胞質膜 は二 重構造を保っ て い た (図7 A). 虚
血 後1 日 で は, ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体な ど の 空胞化 と ミ ト コ
ン ドリ ア の膨化, ライ ソ ゾ ー ム 膜 の 断裂像等の 細胞質の 強い 変
性 が み ら れ た. コ ン トロ ー ル と 比較す る と, 核 は全体的に暗く,
散在性 に ク ロ マ チ ン の 小凝縮像を示 した. 細胞全体も縮小 し て
お り, 核膜と細胞質膜 は陥凹を示すもの の , こ の 時点で は, 核
膜, 細胞質膜 とも に二 重構造をほ ぼ保 っ てい た (図7 B). し か
し, 虚血 後3日で は , 細胞質の 空胞化が
一 層顕 著に なり , 核小
体 の 変性も認め , 核膜 も 一 部断裂 して い た (図7 C). さ ら に ,
虚血後5日 で は核膜 と細胞質膜 は, 著明な 断裂像を示 し, 神経
網胞 の 変性 は さ ら に進行 して い た (図7 D). ク ロ マ チ ン の 凝縮
は虚血 後1 日 に比 しや や 強度 となっ て い る (図7 D) もの の , 典
型 的な ア ポ ト ー シ ス 小体 の 形成は み られ なか っ た .
すな わち , 電子顕微鏡 によ る観察で は, 虚血後の い ず れ の 時
間帯 に お い て も ア ポ ト ー シ ス に 特徴的な形態 はみ ら れ なか っ
た . また , 虚血後初期(1日) で は典型的なネク ロ ー シス の 形態
(負荷直後の 核膜 や細胞膜の 断裂像)を示 さなか っ たが , 虚血後
後期(3 ～ 5 日)にお い て は 典型的なネ ク ロ
ー シ ス の 形態を示 し
た .
Ⅷ . D N A断片化の解析
電気泳動 さ れ た D N A は, コ ン ト ロ ー ル , 虚血後1 日と も に
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Fig. 4.Im m u n o丑u o re sc e nt im age s ofCADprotein . C A D im m u n o staining withFITC鹿re en)co unterstaingofthe m o nkeyhippo c a mpal C AI
Se CtOr. (A) Co ntrol. (B)Day lafte ris chemia. (C) Day 2. (D) Day 3. Compa r edto the non -is che mic c o ntr ol(A), C A D
im m u n oflu o r e sc e n cw asincreasedin the cytoplasm of C A ln e u r o n o nday l afteris che mia (B). On days 2 a nd 3, C A D
im m u nofluo rescenc ewasse en n otonlyinthe cytopla s mbutalsointhe n u cle u s of C A ln e uron(C, D). Scaleba r,20FL m .
Fig･ 5･Im m u no鮎 oresc e ntimage s of D Nas eIIprotein . D NaseII im m u n o staining wi th FrT C短re e n)andpr opidiu miodide with 血oda min e
(r ed) c o u nte r staing ofthe m o nkey hippo c a mpal C A l. 仏) Co ntrol. (B)Day l afte ris che mia. (C) Day 2. (D) Day 3. D Na seII
im m u n o re activity at the n o n-ische mic n or mal hippo c a mpu s(c o ntrol)w a spo sitiv einthe cytoplasm . But, O ndays2 and 3aaerischemia,
D NaseII im m u n o re ac tivitYW a S Seen r10tO nlyinthe cytopla s mbutalsoin ･the n u cleus. Si mi 1a rto C A D, D Nas eIIproteintra n sferred血
･
O m
the cytoplasm tothe n u cle u s aAe ris che mia･ Sc alebar,20FLm ･
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e Sis. No D N A
lad(1e ring w a s obs e rv ed in the m o nlくey hip po c a mpal C A I
S e CtOr Ofn o n-is chemic n o rrn alc o ntr ol brain (1a n el), (1ayl
(1an e2),day2(la ne 3), and day3(1an e4)aftel･is cll e mia.In
CO ntl
･
a St, On days 2 and 3afterische mia, DN As m e ar w a s
dete cte (l. M W, M olec ular w eight.
Fig. 7. Ultr a stru ctu ral fe atu r es ofthe n e uro nal dege n e ratio n a丘e rthc18min wholebrain com pleteis ehemia. 仏)Co ntr ol. (B)Dayl afte r
is che mia. (C)Day3. (D)Day 5. Co mparedto the c o ntr oln eu r o n(A), the C A ln e u r o n o ndayl(B) sho w ed s w olle n a nd v a c u olated
organ e11e s. But the n u cle ar andplas mic m e mbr an e sin the n e ul
-
O n r e m ain ed inta ct. OIlday3(C),the C A ln e u r o n sho w edthepl
-
Ogre S Siv e
cytoplas mic degen e r atioIl, a nd aliqu ot of n u cle a r a nd pla s m a m e mbra n e sbr oke n. The ll u Cle u s sho w ed hete r oge n e o u s chr o m atin
co nde n s atio ninto n u m el･O u S,irr egulal
･
Clu mps, While the n u cle olu s sho w ed mi 1d dege n er atio n. On day5(D),the m e mbr an e s ofthe
n u cle u s a nd cytopla s m w er e s ev e relybroke n, andthe n u cle u s sho w ed m a nyhetel
･
oge n e O u S Chr o m atin c o nde n s atio n,beingc o mpal
-
edto
day la正e rische mia, T he po stis che mic C Al n e u ro n n ev er sho w edtypicalapoptoticfe atu re s su ch as apoptoticbody o r sharp chro m atin
CO nde n s atio n･ Scalebar,2/1 m ･
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ア ポ ト ー シス で み られ る ラ ダ ー 像 , ネク ロ ー シス で み られ る ス
メ ア像 を示 さなか っ た . しか し, 虚血 後2日 で は ス メ ア 像を呈
し始め , 虚血後3日で は 明ら か なス メ ア像を示 した (図8)･ い
ず れ の 時期 にお い て もア ポ ト ー シ ス に 典型的な D N Aラ ダ
ー 像
は み られ なか っ た .
考 察
一 過性脳虚血後 に海馬 C Al領域 に生ずる遅発性神経細胞死 に
関 して は , 主 と して げっ 歯類や培養細胞を用 い て多角的な解析
が なされてきたが , 現在なお そ の メ カ ニ ズ ム に関 して は不明な
点が多い . 最近で は, 虚血性神経細胞死 は ミ ト コ ン ドリ ア 由来
の カス バ ー ゼ帝路を介 した ア ポ ト ー シ ス に より誘発され ると す
る 報告が多い . す なわ ち, C A l領域で細胞死が起 こ る 際 に, ミ
ト コ ン ドリ ア膜上 に存在する バ ッ ク ス 蛋白(取 Ⅸ) の増加
2 9)や ミ
ト コ ン ドリ ア内の 間隙か らの チ トク ロ ー ム Cの 放出 珊 に ひき続
き, カ ス バ ー ゼ ー9の 活性化
9)
や カス バ
ー ゼ ー3の 活性化
1 1)が 生 ず
る こと が証明さ れ て い る. ま た, マ ウス を用 い た 一 過性脳虚血
モ デ ル で は , カス バ
ー ゼ (特に カ ス バ ー ゼ ー3) 阻害剤 であ る z-
D E V D-F M Kを虚血後直ちに投与する こと に よ っ て 海馬 C A l領
域の 神経細胞死が減少す る こ と
11)や梗塞巣が有意 に減少す る こ
と
30)が 報告 さ れ て い る . さ ら に , I C E(inte rle ukin -1β
c o n v e rting e nzym e)遺 伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を用 い た実験 で
は
, 脳浮腫や 梗塞巣 が有意 に抑制 され る こと
31)が 報告 さ れ て い
る . しか し, ごく最近 の報告で は , ア ポ ト ー シス に よ っ て 虚血
性神経細胞死 が誘発さ れ る と い う概念が疑問視 さ れ 始 め て い
る . す な わち ! カ ス バ ー ゼ 阻害剤 の z- D E V D-F M Kの 投 与後 ,
急性期 にお い て は神経細胞死 は抑制される が, 長期 間の 経過で
最終的 には細胞傷害をきたしてい る こと が報告され た32). また!
Li ら
33)は , カス バ
｣ ゼ 阻害剤は実は脳 の 温度 を下げる こ と に よ
っ て細胞障害を抑制 して い るの で あり, 脳 の 温度を 一 定 に すれ
ばカ ス バ ー ゼ 阻害剤を投与しても細胞死が起 こ る こ と を証明
し, ア ポ ト ー シス 経 路が働くの は , 細胞死 を誘発するため で な
く炎症反応を惹起す る た め で は な い か と推定 し た , さ ら に ,
種々 の 動物を対象 と し た虚血性神経網胞死の 電子顕微鏡観察で
は , 神経細胞 はネ ク ロ ー シ ス の 形態を示して い る とす る報告が
増えて い る17)1 8). すなわ ち, 生化学的手法 で は ア ポ ト ー シ ス の
所見が得 ら れ る の に対 し, 形態学的手法で はネク ロ ー シ ス の 所
見が 得ら れる と い っ た矛盾す る現象が み られ て い る の が 現状 で
あ る. こ の 様 な現状を打破す る た め に は, アポ ト ー シス 経路 の
最終実行因子 であ る C A D に着目 し て , 虚 血性神経細胞死 に お
ける アポ ト ー シ ス 経路 の 関与を調 べ る こ とが得策であ る と思 わ
れ る.
げ っ 歯類を用い た 一 過性脳虚血 モ デ ル で は, カス バ ー ゼ ー3の
活性化と T U N E L染色陽性と い う二 つ の 結果 よ り, 虚血性神経
細胞死 の メ カ ニ ズム は ア ポ ト ー シ ス で あ る と され て い る1 1). 同
様 に , ニ ホ ン ザ ル を用 い た虚血性神経細胞死に お い て も, 虚血
後1 日 で ミ トコ ン ドリ アを介 した カ ス バ ー ゼ ー3 の活性化 が証明
さ れ て い る
20)
. 本研究 に おい て も, T U N E L染色は陽性反応を
呈し, ア ポ ト ー シ ス の 最終英行因子で ある C A Dの m R N Aの 発
現量が , 虚 血 後1日で 約7倍に増加 して い た . ま た, これと 一
致 して , 免疫組織化学的検索 で は, 虚血負荷前の神経細胞 に は
ほ と ん ど認 め られ な か っ た C A D が虚血 負荷後 に は著明 に発現
し て い た . こ の 様 に , 虚 血負荷に より C A Dの 明 ら か な動態変
化が み ら れ た こ とか ら, 虚血負荷 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 経 路が
最下流まで機能 して い る こ と が示唆 さ れ た . ア ポ ト ー シ ス 経路
に は , ミ ト コ ン ドリ ア か ら チ トク ロ




カ ス バ ー ゼ (特 に カ ス バ
ー ゼ ー3) の 活性を抑制する
IA P(inhibito r ofapopto sis pr otein)フ ァ ミ リ
ー 【神 経細胞 で は
NAIP(n e u r o n al apopto sisinhibito ry pr otein)]
36)37)な ど, そ の 経
路を抑制する様々 な蛋白が存在 して お り, ア ポ ト ー シ ス の シ グ
ナ ル が 途中 で ブ ロ ッ ク さ れ , ア ポ ト ー シス が 抑制される ことも
十分あり得 る. しか し, ニ ホ ン ザ ル の 一 過性脳虚血 モ デ ル にお
い て は , C A D は時間の 経過 と と もに 明 ら か に細胞質 か ら 核へ
移行 して い た. す な わち, ニ ホ ン ザ ル の 虚血性神経細胞死 にお
い て も アポ ト ー シ ス の 経路が 何 らか の 役割を果 た して い る こと
は疑う余地がな い .
しか し, 電子顕微鏡 に よ る 観察で は, 虚血 後 の C A l神経細胞
は ア ポ ト ー シ ス 小体 や 均 一 で 滑 ら か なク ロ マ チ ン 凝縮など ア ポ
ト ー シス に特徴的 な形態を示 さ な か っ た こ と , ま た , D N A解
析 にお い て もア ポ ト ー シ ス に特徴的なラ ダ ー パ タ ー ン はみ られ
なか っ た こ と よ り, 結果 と して ア ポ ト ー シス で は なくネク ロ ー
シ ス が 生 じて い る こ と は 明 らか で ある . 最近で は T U N E L染色
はネク ロ ー シス にお い て も D N Aの 不規則な切断に よ る D N Aの
3
,
-O H末端 が存在す る た め 陽性を呈す る こ と が あり , T U N EL
染色陽性 , 即 ち ア ポ ト ー シ ス と は言えな い こ と が判明 した . 以
上 の 結 果よ り, ニ ホ ン ザル にお い て は ア ポ ト ー シス 経路が 最後
まで伝達され て い る が , そ の 虚血性神経網胞死 は ア ポ ト ー シス
によ るもの で はなく , ネク ロ ー シ ス に よ る もの で あ る こ とが 示
唆された . し たが っ て , 必然的 に ネク ロ ー シ ス の 経路を明 らか
にせ ねば な らな い こ と に なる .
そ こで , 本研 究 に お い て は ! 電子顕微鏡観察 に て C A l神経細
胞 の ライ ソ ゾ ー ム 膜の 断裂を認 め た こ とか ら , カテ プ シ ン と同
様 に
20)
, ライ ソ ゾ
ー ム内 に存在す る重要な エ ン ドヌ ク レア ー ゼ
で ある D Na s eⅡ に注 目 し た . D Na seⅡ は虚 血 後, 活 性型蛋白
が有意 に増加 し, そ の 局在もラ イ ソ ゾ ー ム か ら核 へ 移行して い
る こ と が 証明 さ れ た . ニ ホ ン ザ ル の C A l神経細胞 にお け る
D Na s eⅡ 蛋白 の 発現 は , C A D に比し多い た め , D Na s eIIの 酵
素活性 は C A Dより強い と推定され る . も しC A D が より強力に
働き細胞死を誘発rし て い る の で あれ ば, 神経細胞 の 核は均 一 で
滑 らか な ク ロ マ チ ン 凝縮 を示 し, D N A は ラ ダー パ タ ー ン を呈
する は ずで ある . さ ら に , C A D蛋白発現 の ど ー ク は 虚血後1日
で ある た め , 虚 血 後1日 で 細胞死が 生 じ る と思 わ れ る . しか し,
実際 に細胞死 が生 じる の は, 早 くと も虚血後3 日 であり, CA D
発現の ピ ー ク と は2 日間の ず れ が あ っ た . この 点, D NaseII は,
虚血後2日 か ら 活性型蛋白が増加 し, 3 日 に おい て もその 活性
が持続し て お り(国3 C), 時間的 に細胞死 が発生す る時期 と よ
く 一 致 し た . 活性型蛋白 の 増加 と共 に DNa s eⅡ の 細胞質か ら
核 へ の 移行もみ ら れて お り , 核 内に 移行 し た D Na s eII が D N A
を断片化 し て い る可能性もあ る. DNa seIIの 至適 pH は4.1 と非
常 に 低い た め 生 体内, 特 に脳内で は D Na s eⅡ の 活性 は繚徐 に
作用 し, その た め , 虚 血性神経細胞死 は虚血後3 ～ 5 日 に繚徐
に進行す る の で は な い か と推定 され る.
D Nas eⅡ は最近 に な っ て ク ロ ー ニ ン グさ れ , 生体内の どの 組
織 に おい て も多量 に存在 し て い る こ と が 判明 し た38). ま た ,
D Nas eⅢ は カ ス バ ー ゼ の 活性化 に よ っ て も活性化 さ れ
39)
, アポ
ト ー シ ス に よ る 細胞死 に関与す る こ と も報告さ れ て い る
23)24)
虚血負荷 に よ る カ ス バ ー ゼ ー3の 活性化 に よ っ て D Nas eⅡ が 放出
され る可能性もあ る が , Ya m a shim a ら
20)が観 察 した の と同様,
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本研究 に お い て も, 虚血 直後か ら ライ ソ ゾ ー ム 膜 の 断裂像が電
子顕微鏡 にて 観察 され た (結果 は示 して い ない). カ ス バ ー ゼ ー3
?活性化が み ら れ る の は , げ っ 歯類 モ デ ル で は 虚血 後4時間以
降で あり , ニ ホ ン ザ ル で も虚血後6時間以 降で ある こ と か ら
(結果は示 して い ない) , 時間的経過か ら は , ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 の
断裂は カ ス バ ー ゼ ー3の 活性化に よ る もの と は考え にく い . む し
ろ , カ ル シ ウム 依存性 40)
､
42)に膜 の 変形 や 変性をきたす こ と が
知 ら れ て い る カ ル パ イ ン 43)が 関与 し て い る 可能性が高 い .
Ya m a shim aら
19卜 21)は 本研究と同様の ニ ホ ン ザ ル を用 い て/L - カ
ル パ イ ン の 動態 に注目 し, 活性 型/い カ ル パ イ ン が 虚血 彼 の
C A l神経細胞の ライ ソ ゾ ー ム 膜 に局在 し, ライ ソ ゾ ー ム 膜の 断
裂が 生 じ て い る こ とを報告 し て い る. す なわち , 一 過性脳虚血
中 に生 ず る カ ル シ ウ ム イ オ ン の 上 昇 が 惹起す る 〃 - カ ル パ イ ン
の 活性化 に よ っ て ライ ソ ゾ ー ム 膿が 断裂 し, ラ イ ソ ゾ ー ム か ら
DNa s eⅢ が放 出され る もの と推定され る.
近年, 主 と し て げっ 歯類 や培養細胞を伺 い た研究 か ら , 虚血
性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム は ア ポ ト ー シス で ある と する 報告が
多 い . 今 回の 実験結果 に お い て も, C A Dの 動態変化が ある こ
と か ら ア ポ ト ー シ ス 経路 が凝終段階ま で働 い て い る こ と が 証明
され た . しか も, ア ポ ト ー シ ス 経路が 最終段階まで働 い て い る
にもか か わ らず , 細胞死 の 形態学的特徴 は ア ポ ト ー シス で は な
くネ ク ロ ー シ ス の 像を里 して い た . ア ポ ト ー シス の 経路 は ネク
ロ ー シ ス の 発 生に どの よ うに 関与 して い る の で あ ろうか . Li ら
33)が 推定す る よ うに , ア ポ ト ー シ ス 経路 は直接細胞死に関わ る
の で は なく , む しろ虚血 に伴う炎症反応な ど に関与 して い るの
か も し れ な い . あ る い は , C A Dの 脳 内 に お け る 発現量 が
D Na s eⅡ と比 べ てき わめ て 少ない た め に, 神経細胞 は ア ポ ト ー
シ ス の 実行が で き な い の か も しれ な い . した が っ て , C A D は,
虚血 性神経細胞死 の 主因で は なく副因であ る可 能性が高い . 霊
長類 に お ける 虚血性神経細胞死は , 虚血負荷 に よ っ て発現が 増
加 した D Na s eIIの ラ イ ソ ゾ ー ム 外 へ の 放 出と , ひ き続きお こ
る核内 へ の 移行が D N Aを分解 し, 同時 に ラ イ ソ ゾ ー ム 外 へ 放
出 さ れ た カ テ プ シ ン が 細胞内構成蛋白お よ び DN Aを分解 し,
こ の 両 者が 相補的に C A l神経相月包の ネ ク ロ ー シ ス を 惹起 し て い
る もの と 思わ れ た .
今 後, ラ イ ソ ゾ ー ム 膜断裂の 機序 を解明 し た上 で , ラ イ ソ ゾ
ー ム 膜 か ら の D Na s eⅢ お よ び カ テ プ シ ン の 放出, お よ び そ の
活性を抑制す る こ と に より, 神経細胞を保護 す る ス トラ テ ジ ー
が 開発さ れ る もの と思 わ れ る .
結 論
虚血 性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を解明す る た め に , ニ ホ ン ザ
ル を用 い て 一 過性全脳虚血 モ デ ル を作成 し, 海馬C Al領域で の
ア ポ ト ー シ ス 経 路の 最 下 流の 実行因子で あ るCA D, お よ び ラ
イ ソ ゾ ー ム 酵 素の D Nas eⅢ の 発 現と 細胞内局在を検索す る と
共 に, 虚 血性神経細胞死 の 細胞死 パ タ
ー ン を検索 し, 以 下 の よ
うな結果を得 た.
1. ニ ホ ン ザ ル の → 過 性脳虚血 モ デ ル に お い て , C A Dの
mR N Aお よ び蛋白 の 発現が虚血後1日 で 増加 して い た . さ ら に,
免疫組織化学的 に, 増加 した C A D が神経細胞 の 細胞質か ら核
へ 移行 し て い る所見が得 られ た .
2. D Na seIIの 活性型蛋白 は , 虚血 後2 日 お よ び3 日 で増加
して い た . さ ら に , 免疫組織化学的 に, 虚血後2 日 およ び3 日
で , D Na s eⅡが神経細胞の 細胞質か ら核 へ 移行 し て い る所見が
得 られ た .
3. 虚 血 後3 日およ び5日 に お い て , 海 馬 C A l神経細胞 ほ
T U N E L染色 は陽性 を示 した が , そ れ らの 神経細胞 は光学顕微
鏡観察で は 好酸性 の 凝固壊死像を示 した .
4. 電子 顕微鏡観察に お い て , 虚血彼の 神経細胞は い ずれ の
時期 にお い て も ア ポ ト ー シ ス の 形態像を示 さなか っ た . 虚血後
初期 にお い て は, 虚血 神経細胞 は典型的なネク ロ ー シ ス の 形態
像 は示 さなか っ たが , ライ ソ ゾ ー ム 膜 の 断裂を認め た. 虚血 後
後期 で は, 虚血神経細胞 は典型的なネク ロ ー シ ス の 形態を示 し
た. しか も, 海馬 C A l領域 の D N A断片化解析 で は , ネク ロ ー
シ ス に典型的なス メ ア像 が み られ た .
以 上 より, 一 過性全脳虚血後 に生 じ る ニ ホ ン ザ ル 海馬C A l領
域 の 遅発性神経細胞死 は, ネク ロ ー シス に よ っ て神経網胞死 が
生 じて い る こ と が示唆 さ れ た. ネク ロ ー シス を誘発す る因子 と
して , ラ イ ソ ゾ ー ム か ら 放出され る D Na s eⅢ が 関与 し てい る
こ と が示唆され た. こ ホ ン ザ ル の 虚血性神経細胞死 にお い て も,
ア ポ ト ー シス 経路が最下流まで働 い て い る こ と が 確認さ れ た
が, そ の 役割 に つ い て は 今後の 検索が期待 される .
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Key w ords neu ronaldeath, aPOPtOSis, n e CrO Sis,lysos o m e
A bstra ct
A ltho ugh c o r n u a m m o nis(C A)1 n e u ron softhehippoca mpus a re w ell kn o w nto be vulne rableto tra nsie ntische mia 色
■Om
rode nts tohu m a n s, the m echanis m of ische mic ne uron alde ath stillr e m ains obsc u re. A nu mber ofstudie s usl nglo w e rspecie s
a nim als have s uggestedthat apoptotic cascade m ay be im plic ated･ Ho w e v e r,it stillr e m ain s u nknow n whatdeter mines c e11
de ath fatein prl m ateS. T hispape risto clarifythe r ole ofapoptotic a nd/or n e c rotic cascade,inCA lne uro nal death in prlm ate S･
He re
,
W efo c u sed at the implic atio n s ofte r min al apoptotic effe cto r, CaSPaSe
- a Ctivated D Nase(C A D), and a n e c r otic efFe ct or,
DNaseII, u Slngthe monkey C A Isect or u ndergo lng1 8min wholebrain completeische mia･ A fterclon lng CD NA enc odingthe
m o nkeybrain C A D, e XPre S Sio nofCA D m R N Awas studied by Sequenc eDete ctio nSystem ･ Expre s sionle v elandsubc ellular
loc aliz atio n of C A Do rD Nas eIIpr otein w ere studied u slng We st ern blot and im m unohistochemic al analys e s･ Fu rthe m ore,
the c ell de athpattern Ofthepo stis che mic C A lneu ro n sw as studied with partic ular atte ntion to the m orpholog ya nd the D N A
lad de ring ･ On day l afte rischemia, C AD m R NA was slgnific a ntly lnC re a S ed 8･09fold, CO mPared to the n o n
-ishe mic C A I
SeCt Or(C OntrOl). C A Dprotein w a s signific a ntlyin c r e a sed 7･2 8 foldon day l, bu tde c r eas ed on days 2 a nd 3afte rische mia,
When CA Dprotein was tr an sfe rr ed from the cyto solto the n u cleus･ Activ ated D NaseIIprotein w a s slgnific an tly l n C reaS ed




'the n u cle u s o nday 2 afte ris che mia･ A lthough the po stis chemic C A ln e u ron s on days 3-5 show ed po sitiv e
T U N E Lstain lng, they also sho w ed e o sin ophilic c o agulation n ecro sis u nderlight micr o s c opy, a nd show ed neither apoptotic
bodie s n o r m e mbranedis ruptlO n S u nder ele ctr o n mic ro s c op y･ Fu rthe r m o r e, the D N As m e arpatterns specific for n e c r o sis w a s
observed in ste ad of D N A laddering･ T his data s ug gests that the po stischemic neu r o n al death of m o nkey C A ln e u r o n s o c chrs
n otby apopto sisbutby n e c r o sis･ Itislikelythate xt ralys oso malreleas eofupNregulated D Nas elImightdegr ade D N A withthe
aidofn ot only C A Dbutalso c athepsl n e n Zym e S, Which are similarlyr eleas ed afte ris che mia･
